
























































The  field  of  molecular  phylogenetics  has  changed
dramatically  in  the past 15 years. Whereas datasets
of  less  than  a  kilobase  from  a  single mitochondrial
gene were  frequently  published  in  the  1990’s,  the
size and complexity of datasets have advanced  rap‐





to  the  advent  of  high‐throughput  sequencing  plat‐
forms  and  the  development  of  efficient  genome
























and  species  trees  (reviewed  in  Liu et  al. 2015). We
apply these methods to address the deeper relation‐
ships  in  the  Caprimulgidae  (nightjars  and  night‐
hawks),  a  family  with  a  striking  but  understudied
evolutionary history.
The  Caprimulgidae  were  long  divided  into  two
subfamilies,  nightjars  (Caprimulginae)  and  night‐
hawks (Chordeilinae) based on several morphological
characters  including  wing  shape,  palate  structure,
and  rictal  bristles  (e.g.,  Oberholser  1914,  Ridgway
1914, Peters 1940, Hoff 1966, Cleere 1998). However,
the  exact  composition  of  the  two  subfamilies  was
never  settled,  with  several  genera  (Podager,  Euro‐
stopodus, Veles, Nyctiprogne) being shifted back and
forth due  to presence or absence of  some of  these
characters (e.g., Holyoak 2001, Whitney et al. 2003).
Moreover,  it  was  clear  that  these  traits  might  be
prone to convergence because they were associated
with  foraging ecology  ‐ nightjars  typically  sally after
flying  insects  from an exposed perch at night, while
nighthawks  pursue  flying  insects  during  sustained






on  the morphology  and  anatomy  of  various  exem‐
plars of Caprimulgidae, most did not have  sufficient
taxon  sampling  to  address  relationships  across  the
family in any detail (e.g., Oberholser 1914, Wetmore





phological  study  with  truly  extensive  sampling  of
Caprimulgidae  is  the  recent  osteological  analysis  of
Costa (2014), who examined nearly 50 species and all
genera but Veles.
Molecular  studies  have  begun  to  clarify
caprimulgid phylogeny, suggesting a complex biogeo‐
graphic and evolutionary history. The DNA hybridiza‐
tion  data  of  Sibley  &  Ahlquist  (1990)  and  mito‐
chondrial  cytochrome b  (MT‐CYB)  sequence data of
Mariaux & Braun  (1996)  first  indicated  that  the  two
traditional  subfamilies were  not monophyletic.  Bar‐
rowclough et al.  (2006) used  recombination activat‐
ing gene‐1  (RAG‐1)  to  investigate  the Caprimulgidae
at  the  generic  level,  finding  strong  support  for  the
placement  of  Eurostopodus  sister  to  the  rest  of






gene,  reinforced  these  conclusions  (Larsen  et  al.
2007; Braun & Huddleston 2009).
The phylogeny and classification of Caprimulgidae
underwent  a  significant  overhaul with  the work  of
Han et al. (2010), including new generic designations
for many groups. These authors used data from three
genes:  MT‐CYB,  MYC,  and  growth  hormone  (GH).
Their work mostly confirmed the findings of Barrow‐
clough et al. (2006), although the relative placement
of  the  four major  geographic  clades  differed. With
more  comprehensive  taxon  sampling,  Han  et  al.
(2010)  detected  two  previously  unappreciated  long
branches: a deep split within Eurostopodus (justifying
resurrection of the genus Lyncornis) and the Malagasy




cases  subspecies,  level  with  data  from  four  genes














genus  Hydropsalis);  and  4)  the  Old World  Clade,  a
radiation  including  African,  Asian,  Australian,  and
European lineages (genus Caprimulgus sensu stricto). 




effectively  doubled  the  number  of  characters  in
either previous one, and incorporates heterogeneous
molecular marker types, including mitochondrial and
nuclear  genes,  introns,  exons  and  untranslated
regions  (UTRs). We added new RAG‐1  sequences  to
generate a complete data matrix for 36 taxa address‐
ing key basal nodes  in the family and the placement
of  all major  geographic  clades. We  partitioned  and
analyzed the matrix using a variety of a priori and a
posteriori  partitioning  methods,  and  attempted  to









Sequencing.  Barrowclough  et  al.  (2006)  previously
obtained RAG‐1  sequences  for 24  species examined





voucher  and  GenBank  accession  numbers).  The
placement  of  Hydropsalis  parvulus  differs  between
Han et al.  (2010) and Barrowclough et al.  (2006), so
both  of  those  vouchered  specimens were  included
here  to  test  for possible contamination or mislabel‐
ing. The new RAG‐1 sequences were assembled using
Sequencher software  (version 5.1; Gene Codes: Ann
Arbor,  MI),  and  aligned  manually.  All  new  RAG‐1
sequences were examined for 1) indels that were not
a  multiple  of  three  base  pairs  in  length,  2)  unex‐
pected  stop  codons  in  the  reading  frame,  and  3)
unexpectedly similar (chimeric or contaminated) por‐
tions of  sequence between  taxa before  inclusion  in
this study. 
Dataset  generation. A  complete matrix  of  four  loci
for 36 taxa was generated by combining the aligned
dataset of RAG‐1 with aligned data  from Han et al.















&  Cracraft  (2014)  in  this  analysis  for  two  reasons.
First, due to their focus on New World taxa, the differ‐
ences  in  taxon  sampling  ‐  especially  of  outgroups  ‐
would  require  substantial  further  sequencing.  Sec‐
ond, we do not expect the addition of mitochondrial
loci  to help elucidate phylogeny at  this evolutionary
depth  (further discussed  later).  Therefore,  including
the  Sigurdsson  &  Cracraft  (2014)  data  would  have
added  limited  data  from  only  one  additional  locus
(intron  9  from  the  nuclear  aconitase  gene)  to  this
study.
Heterozygosity  and  base  composition.  In  order  to
determine whether the previously reported (Barrow‐
clough et al. 2006) high GC content and heterozygos‐
ity  at  the  RAG‐1  locus  extended  to  other  loci,  we
estimated heterozygosity and overall base composi‐
tion  on  our  data. Barrowclough  et  al.  (2006)  noted
that  heterogeneity  in  base  composition was  largely
driven by  elevated GC  content  at  third  codon posi‐





portions  among  species,  separately  for  each  of  the
three genes, to calculate base composition heteroge‐
neity,  and  employed  non‐parametric  Kolmogorov‐
Smirnov  (KS)  tests  to  calculate  distributions  of
observed heterozygosity between genes. To visualize
GC differences among  the genes, we used  standard
Tukey  (1977) box plots  to  summarize  their distribu‐
tions; medians, upper and  lower quartiles (box), and
ranges  (whiskers) were  found. Species with GC con‐
tent  greater  than, or  less  than, 1.5  times  the  inter‐
quartile  range  from  their  respective  quartile, were
indicated by dots. The mitochondrial MT‐CYB locus is
not  relevant  for  analyses  of  heterozygosity,  and
hence was excluded from these analyses.
Partitioning schemes and alternative models. A pri‐
ori  partitions  of  the  sequence  data  were  chosen
based on the expectation that rates and patterns of
molecular evolution will vary among  loci, subcellular









complex  scheme  (Table  2).  For  comparison,  we
tested the a posteriori method of partitioning imple‐
mented  in PartitionFinder  (version 1.1.1;  Lanfear et
al.  2012). Given  user  specified  subsets  of  the  data,
PartitionFinder uses a heuristic search to find an opti‐
mal  partitioning  scheme  by  searching  for  the  best
model  for each  subset, and  combining  subsets  that
conform to similar models of sequence evolution. We




PartitionFinder  using  the  corrected Akaike  informa‐
tion  criterion  (AICc;  Akaike  1973,  Hurvich  &  Tsai





individual  gene  under  two  models.  First,  an  inde‐
pendent  general‐time  reversible  model  with  esti‐
mated proportion of  invariant  sites and gamma‐dis‐
tributed rate variation among sites (GTR +  I + G; the
most  highly  parameterized  model  available)  was
applied  to each subset. Second, we set user‐defined
partitioning schemes, and allowed PartitionFinder to
select  the  best  model  for  each  subset  in  a  given
scheme.  All  PartitionFinder  runs  used  unlinked
branch lengths, and searched all models of sequence
evolution  implemented  in  the  program.  Model
descriptions  may  be  found  in  Posada  (2008).  The
number  of  parameters  in  each  partitioning  scheme
was  calculated  automatically  by  PartitionFinder.




Phylogenetic analyses. ML  tree  searches were  con‐
ducted  for each  individual  gene  and all partitioning
schemes of  the combined dataset using GARLI  (ver‐
sion 2.01) with partitions unlinked  (Zwickl 2006).  In
order  to ensure  thorough  searches  for optimal  tree
topologies,  we  used  the  ‘searchreps’  option  to
vary  the  number  of  search  replicates  performed
within a GARLI run. After 100 GARLI runs with a given
number  of  search  replicates, we  compared  topolo‐
gies  between  best  trees  from  each  run  using  the
‘treedist’ function in PAUP* (version 4.0a130; Robin‐
son  &  Foulds  1981).  When  the  best  topologies
were identical for all 100 runs, we assumed the num‐
ber  of  search  replicates  was  sufficient  to  produce
the  optimal  tree  topology.  The  number  of  search
replicates  required  to  satisfy  this  criterion was  two
in all  cases except  the  individual  gene  trees  for GH
and  MT‐CYB,  which  required  40  search  replicates.
Overall  tree  lengths were  calculated  in PAUP*  (ver‐
sion  4.0a146)  using  the  function  ‘describetrees/
brlens’.
To  evaluate  nodal  support,  100  non‐parametric
bootstrap datasets were generated and subjected to
GARLI tree searches, with 1 search replicate for each
bootstrap  run. Nodal  support values were  tabulated
as the number of bootstrap runs in which a particular
node appears, and plotted on  the optimal  topology
for  each  gene  or  partitioning  scheme  using  the
SumTrees  program  (version  3.3.1)  in  the  python





















To address gene  tree  /  species  tree discordance,
we  applied  a  new  coalescent‐based  species  tree
method which uses the full data matrix directly, with‐
out estimating individual gene trees or utilizing com‐
putationally‐inefficient  Bayesian  statistics  (SVD‐



































MYC n / a 1.318 TVM + I + G
MT‐CYB n / a 1.143 GTR + I + G
GH n / a 1.765 SYM + G



















probability  distribution  of  gene  trees  under  the
coalescent model.  It was  designed  for  single  nucle‐
otide  polymorphism  data,  but  has  been  demon‐
strated to perform well on multi‐locus datasets, such
as ours. We employed  the SVDquartets  code  imple‐
mented  in  PAUP*  (version  4.0a147),  conducting  ex‐
haustive  sampling  of  quartets  (‘eval=all’)  and  100









World  nightjars. We  extended  that  investigation  to
the two additional nuclear loci examined here to see












nificant  at  the  0.01  level  (Figure  2A).  There  was





range  (0.064)  was  nearly  equal  to  that  of  RAG‐1












(R2  =  0.26,  P  <  0.01),  but  the  correlation  did  not
extend  to  the other  two genes  (MYC: R2 = 0.02, P >
0.1; GH: R2 = 0.00, P > 0.5). These results strongly sug‐
gest  that  the  condition  identified  in  RAG‐1  is  not  a
genome‐wide  phenomenon  attributable  to  such
causes as  larger effective population  sizes,  interspe‐
cific hybridization, etc.  In  the Domestic Fowl  (Gallus
gallus),  these  three  loci  reside on  separate chromo‐
somes and so it appears that one of the more proba‐




World Clade of  the RAG‐1  gene  tree  relative  to  the
other  caprimulgid  clades  (Supplemental  Material
Figure 1), and perhaps  to a  lesser extent  in  the GH
gene  tree  (Supplemental  Material  Figure  2).  This
information  would  potentially  be  of  considerable
importance  in  phylogenetic  reconstruction  as  it
informs us about the substitution process for RAG‐1.
Unfortunately,  most  current  phylogenetic  inference
algorithms,  such  as  those  used  here,  utilize  DNA
sequence  partitions  taken  across  the  entire  set  of
taxa  in the study. Partition heterogeneity across taxa















Data  partitioning  and  alternative  models.  Despite
testing seven different partitioning schemes  ranging
between  one  (unpartitioned)  to  six  subsets  of  the
concatenated dataset,  the  resulting  trees were very
similar  in  topology and bootstrap  support across all




in  the  ability  of  a  more  parameterized  model  to
account  for  sequence  evolution.  With  our  data,
applying as  few as  three partitions  (roughly  tripling
the number of parameters) was enough  to  improve
estimation  of  the  model.  The  greatest  likelihood
score  was  seen  using  the  automated  partitioning
software on our dataset. The scheme chosen by Par‐
titionFinder had the same number of data subsets as
our most  complex  a  priori  scheme  (6),  but  it  fit  a
model  that  was  slightly  less  complex  (459  vs.  462
parameters),  and  produced  a  substantial  improve‐
ment  in  likelihood  score  (~ 270 units). This demon‐
strates  the  value  of  the  automated  search  for
combination of subsets, and of sorting data by quan‐
titative  patterns  that may  not  have  been  expected
given  preconceived  notions  of molecular  evolution.
With  the  exception  of  the  ‘Unpartitioned’  scheme,
and individual genes MT‐CYB and RAG‐1, the models
chosen by PartitionFinder all had  fewer parameters
than GTR  +  I + G. Despite  this, differences  in  likeli‐
hood  score  and  tree  length  for  a  given partitioning
scheme  were  modest  (Table  3),  and  identical  tree
topologies  were  found  under  both  models  tested.
Similarly,  both  the  partitioning  schemes  and  the
models applied had slight but inconsistent effects on




plest  schemes  (‘Unpartitioned’  and  partitioned  ‘By
Gene’) produced trees that differed by both changes,
while all other  schemes produced a  single  topology
agreeing with the ‘Unpartitioned’ scheme in one area
and the ‘By Gene’ partitioning scheme in the second
area.  All  schemes  with  more  than  one  partition
agreed  on  the  resolution  of  the  three  Hydropsalis
species, but the ‘By Gene’ partitioning scheme differs
from all others in outgroup topology, placing the Oil‐
bird  (Steatornis  caripensis)  sister  to  owlet‐nightjars
(Aegotheles  insignis)  instead  of  potoos  (Nyctibius
grandis; Figure 3). The  ‘By Gene’ scheme  is perhaps




resolve  phylogeny  at  this  evolutionary  depth.  The
other  partitioning  schemes  tested  here,  as  well  as
the  unpartitioned  analysis,  may  average  out  the
signal  of  the  mitochondrial  locus  with  the  nuclear
loci  and  provide  a  better  estimate  of  evolutionary
history.  In  addition,  a  recent  analysis  that  incorpo‐
rates  other  relevant  taxa  from  the  Strisores  also
finds oilbird and potoos to be sister taxa (Prum et al.
2015).
The  maximum  likelihood  topology.  Our  best  esti‐
mate tree from the concatenated dataset is based on
the  ‘PartitionFinder’  partitioning  scheme  run  under






Scheme  # of params  ‐lnL  Tree length  # of params  ‐lnL  Tree length 
Unpartitioned  79  38,507.37  1.315  79  38,507.37  1.315 
Coding vs. non‐coding  232  37,740.03  2.240  237  37,733.67  2.238 
By gene  311  37,362.41  2.213  316  37,361.02  2.212 
Coding positions vs. non‐coding  308  37,631.55  2.231  316  37,623.16  2.230 
Nuclear vs. mito vs. non‐coding  386  36,642.52  2.374  395  36,635.04  2.391 
Nuclear vs. mito vs. introns vs. 
UTR  462  36,520.87  2.400  474  36,515.67  2.425 
PartitionFinder  459  36,250.03  2.465  474  36,240.87  2.487 
Individual genes             
MYC  78  5,088.23  0.545  79  5,087.70  0.547 
MT‐CYB  79  12,448.95  12.588  79  12,448.95  12.588 
GH  75  7,339.50  1.125  79  7,338.93  1.125 




resolves  the  relationships  among  the  four  major
clades  of  caprimulgids,  placing  the  South  American
Clade  basal  with  87%  bootstrap  support,  and  the
Old  World  and  Nighthawk  Clades  sister  with  96%
bootstrap  support.  Gactornis  is  firmly  placed  sister
to  the  four  major  clades  with  98%  support,  with
Lyncornis and Eurostopodus successively more basal.
Hydropsalis  rufiventris  and  H.  leucopyga,  two  taxa
formerly  considered  to  belong  to  the  ‘‘nighthawk”
subfamily  Chordeilinae,  are  firmly  placed  within
the  South  American  Clade  as  successive  basal
branches. 
This  tree  shows  increased  resolution  and  boot‐
strap  support  relative  to  comparable  prior  analyses
(summarized in Figure 5, tabulated in Supplementary
Material Table S2). Of 30 ingroup nodes in the current
tree,  12 have  increased bootstrap  support  over  the
study  of  Han  et  al.  (2010),  while  only  four  have
decreased support. Similar increases in nodal support
were  seen  over Barrowclough  et  al.  (2006),  and,  in
comparison to Sigurdsson & Cracraft (2014), support
increased  for  nine  nodes  and  decreased  for  five.




The  SVDquartets  topology.  Our  SVDquartets  tree
(Supplementary  Material  Figure  S5)  has  the  same
topology for the major clades of Caprimulgidae as the




are  substantial  differences within  the  South Ameri‐




of  our  analyses.  Hydropsalis  rufiventris  and  H.  leu‐
copyga  are  nested well within  the  South  American
Clade  in  the SVDquartets  tree, as opposed  to being
successive basal branches as in the best ML tree from
the concatenated dataset.
This  analysis  provides  an  interesting  perspective
on phylogeny in this group – it confirms some key fea‐
tures of the tree, but it also differs in important ways.
However, we  consider any gene  tree  /  species  tree‐

















the  exception  of  the  MT‐CYB  tree,  which  places
Siphonorhis  brewsteri  within  the  South  American
Clade,  instead  of  the  Poorwill  Clade  (Supplemental
Material Figure S4). The RAG‐1 and GH gene trees are
largely congruent, with the exception that GH places









rial  Figures  S1,  S2).  The  MYC  gene  tree  has  the
branching  order  of  Lyncornis  and  Eurostopodus
reversed from that seen  in the RAG‐1 tree, and fails
to  resolve  the  branching  order  of  the  Old  World,
Nighthawk and Poorwill Clades (Supplemental Mate‐
rial  Figure  S3). Overall,  analyses  of MT‐CYB  yield  a
very different topology than the nuclear genes, with
much lower support (several nodes < 50% bootstrap).
The  lack of phylogenetic  signal  in  this  locus  (at  this
depth) can be attributed to substitutional saturation.
Also of note  is the extremely  long branch  leading to
the frogmouths Batrachostomus septimus and Podar‐
gus  strigoides  in  the MT‐CYB  tree,  suggesting  rapid






Eurostopodus are  the earliest branching  taxa  in  the
Caprimulgidae. These genera were  formerly  lumped
together  in  the  genus  Eurostopodus,  and  Sibley  &
Ahlquist (1990) suggested that this group be treated
as a separate family. However, with  increased taxon
sampling,  Han  et  al.  (2010)  uncovered  additional
complexity,  detecting  another  early  branching  lin‐
eage, Gactornis, and  the deep  split  in Eurostopodus
sensu  lato  that  justified  resurrection  of  Lyncornis.
While the 63% bootstrap support we found for Euro‐
stopodus  sensu  stricto  as  the  earliest  branch  is  the
highest support seen  in any study so far,  it still does
not  confidently  resolve  the  trichotomy  with  Lync‐
ornis,  and  our  SVDquartets  tree  has  the  branching
order  reversed  (Figure  5).  The  morphological  evi‐
dence presented  in Costa  (2014; Figures 4 and 5 of
that study) places Lyncornis as the most basal lineage








and  Gactornis  enarratus  sister  to  the  Old  World
Clade. Thus, separation of any of these genera as dis‐
tinct  families or  subfamilies  cannot  yet be  justified.
Both  Lyncornis  and  Eurostopodus  are  on  relatively
long  branches  in  all  molecular  trees,  so  sampling
additional  species  from  both  genera  may  facilitate
resolution.
Core  caprimulgids.  Barrowclough  et  al.  (2006)  and
Sigurdsson & Cracraft (2014) had the South American
Clade  sister  to  the  other  three  core  caprimulgid
clades, but with < 50% and < 60% bootstrap support,
respectively.  In  contrast, Han  et  al.  (2010)  had  the
Poorwill Clade sister  to  the other  three core clades,
with equally low support (Figure 5). By increasing the
size of the dataset, we have achieved stronger resolu‐
tion  of  the major  caprimulgid  clades,  and  find  the
South American Clade to be sister to the other three.
This is likely due to the congruent signal provided by
RAG‐1  and  MYC,  which  are  both  slowly‐evolving

















climacurus,  europaeus  and  vexillarius)  are  apparent
within  the Old World Clade and  three others  in  the
Poorwill  Clade  (Antrostomus  vociferus,  carolinensis















Cracraft  (2014). H. maculicaudus  is  sister  to H. ano‐
malus in our best estimate tree, but sister to H. clima‐





H.  rufiventris were  formerly  placed with  the  night‐
hawks in the subfamily Chordeilinae. All of these taxa
have pointed wings  and  reduced  rictal bristles,  and
forage on the wing at dusk and dawn by coursing rap‐
idly over open  spaces  (H.  leucopyga over water, H.
rufiventris  over  forest,  and  Chordeiles  over  open
country). Eurostopodus and Lyncornis share some of
these  traits  (Cleere  1998)  and were  also  placed  in
Chordeilinae  by  some  authors  (e.g., Holyoak  2001).
However,  all  molecular  evidence  agrees  in  firmly
placing  Eurostopodus  and  Lyncornis  as  the  earliest
branches  in  the  family,  and  H.  leucopyga  and  H.
rufiventris  within  the  South  American  Clade.  Thus,
the morphological similarities among  these  taxa are
homoplasious  and  likely  represent  independently
derived  adaptations  to  aerial  foraging.  The  osteo‐
logical  study  of  Costa  (2014)  also  recovered  Euro‐
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